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はじめに
薬剤耐性の生化学的機構は，ふたつに大別される。第 
lは，薬剤の生化学的修飾による不活化であり，その大
部分は R因子が産生する不活化酵素による。患者から
分離された耐性株の大部分は， この R因子を持ってお
り，実地医学上重要である。第 2の機構は菌体内で薬剤
が作用する siteの変異により， もはや薬剤が作用でき
なくなるという機構である。患者由来のストレプトマイ
シン耐性，Pseudomonas aeruginosa，StrettococCllS faecalis 
では菌体内リボソームの変異が報告されているが1，円こ
の種の耐性菌の大部分は実験室で，プレートの上で人工
的に選択された株において見られている。この様な方法
で得られた耐性菌の研究は，パクテリヤの遺伝生化学的
研究の分野で重要な貢献をして来た。現在実地医学上R
因子の基礎的研究，およびその応用面の研究が急務であ
るが，しかし，この問題が解決されれば，第 2の機構に
よる薬剤耐性菌が疫学上優位を占めてくることが考えら
れ，その対策が必要になるであろう。この様な事も念頭
におきつつ，基礎医学の立場から， R因子によらない，
菌体クロモソームの変異による薬剤耐性の遺伝生化学に
焦点をしぼって考えて見た。
蛋白合成阻害剤の大部分はリボソーム阻害剤である
臨床医学上，感染症の治療に用いられる抗生物質の大部
分は蛋白合成阻害剤と細胞壁合成阻害剤である。核酸合
成阻害剤は， リファムピシンの様に，抗結核剤として用
いられている場合もあるが，一般に抗癌剤として用いら
れている。選択毒性という点からすれば，動物細胞に
は，細胞壁がないことから，ペニシリンによって代表さ
れる細胞壁合成阻害剤は，最もすぐれていると考えられ
白合成阻害剤の大部分はリボソームの機能の阻害剤であ
る。これらの阻害剤を機能面から見て，表 lの様にまと
める事ができる。この様な分類の基礎は大別して次の 5
つの実験結果のいずれかによっている。 1)薬剤耐性株お
表1. 細菌のリボソーム阻害剤 
A. 30 S subunitの阻害剤 
B. 50 S subunitの阻害剤 
Aminoacyl tRNA 
合を阻害する薬剤 
Streptomycin 
Paromom ycin 
Neomycin 
Kanamycin 
Gentamycin 
Bluensomycin 
Spectinomycin 
Kasugamycin 
Avilamycin 
Tetracycline 
Edeine 
と 50S subunit の結
Macrolide 
Chloram phenic01 
Streptogramin A 
Thiostrepton 
Siomycin A 
Transpeptidationを悶.害する薬剤 
Macrolide 
Chloram phenic01 
Transloca tionを阻害する薬剤 
Macrolide 
Streptogramin B 
Thiostrepton 
Siomycin 
Lincomycin 
C. 30 Sおよび 50S subunitの阻害剤 
Viomycin 
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生物に対して，すぐれた選択毒性を持つ場合が多い。蛋
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よび感受性株からリボソームを分離し， 30 S ribosomal 
subunitと 50S ribosomal subunitに分け，各々の株
から得られる各 subunitを交換して， hybridを作り， 
cell刷 freesystemで薬剤感受性をテストし，薬剤耐性が
どこに局在しているかを決定する。 2)放射性同位元素
でラベjレされた薬剤と各 ribosomalsubunit の結合を
しらべる。 3)放射性同位元素でラベルした薬剤をあら
かじめ ribosomalsubunitに結合させておき， 作用点
の解明されている薬剤の添加によって置換されるか否か
を調べることにより，作用点が共通で、あるか否かを知る。 
4)薬剤の作用機序と，各々の ribosomalsubunitの機
能とを考え合わせて決定する。 5)あらかじめ薬剤で，
リボソームを処理し，不活化しておき， これに活性 
ribosomal subunitを過剰に加えることにより活性化さ
れるかを調べる。以上のいずれの実験系にも長所短所が
あるが 1)の薬剤耐性の局在性を追求する方法は最も実
証的であると考えられる。
ストマイ (5M)耐性は 512のニつの siteのいずれか
で， アミノ酸が置換されることによる Mycobacterium 
friburgensisの cell-freesystemで 14Cでラベルしたア
ミノ酸の蛋白への取りこみが SM添加によって著明に
押えられるのに対し， 同じ菌の SM耐性株ではこのよ
うなことが観察されないことが発表された3)後， Spotts 
とStanierりは， SMの作用点、はりボソームにあり，耐
性株，依存株等の菌種によって， リボソームと SMの
親和性に差があるのであろうという説を出し， SM耐性
の遺伝生化学をすべて説明しようとした。その後この説
を実証するような方向で研究が発展した。まず大腸菌で 
SM耐性がリボソームに局在し，細胞質画分にはないこ
とが証明されたト7)。次いで耐性株ならびに感受性株か
ら30Sと50Sの subunitを分離し，各種の組合せで， 
hybrid を再構成し，感受性テストをした結果， 30 S 
subunit に耐性が局在することが明らかにされたり〉。
当時，高濃度の塩 (CsCl)存在下で， 30S subunitから
数個の蛋白 (splitprotein)を解離させた後， これらか
ら，適当な条件下で，活性のある 30S subunitを再構
成することに成功していたので，直ちに，この系で SM
耐性の局在を検討する研究が始められた。その結果 SM
耐性は， split protein にはなく， 残りの RNAを含
毅
分った 12)。次いで高度に精製された蛋白と 16S RNA 
から 30Ssubunit を再構成する系を確立し SM耐性
蛋白を決定する実験が始められた。 phosphocellulose 
column chromatographyおよび polyacrylamidegel 
electrophoresisにより， 30 S subunit蛋白が分離精製
された。 polyacrylamide gel electrophoresisで遅く
泳動される蛋白から順番に P1"， P21の番号がつけられ，
その内 P10が SM耐性に関与している事が明らかにさ
れた13)。その後二次元電気泳動法を用いて， リボソーム
蛋白が分析整理され， 各研究室で用いられていた code
を統一し， 30S subunitの蛋白には S(Small particle)， 
50 S subunitの蛋白には L(Large particle)と名づけ
ることになり P10は SI2に相当することになったl灯。こ
の蛋白のアミノ酸分析が行なわれた結果，一つのアミノ
酸が置換されていることが明らかにされた。しかも，大
きく分けて二つの siteに置換の可能性があり (site 1: 
amino acid position 42; site II: amino acid position 
87)，SMの作用機作と考え合せるとこの二つの siteは 
aminoacyl t・RNA の認識， 蛋白合成の開始等に極め
て重要な役割を持っと考えられる 15)。また，このような
変異を受けると，いかなる生化学的機構で耐性になるの
であるかという疑問に対しては， SMは， このような変
異リボソームに結合し得なくなっていると説明されてい
るlヘ一方 SMのどの構造部分がこのような結合に関
与するのであるかという疑問に対しては， 少くとも N-
methyl glucosamine moietyが重要な役割を持ってい
るであろう事も示された17)。以上の事は図 iにまとめ
られた18)0 S.り'phimuriumI9) B. subtilis20-23) や，M. 
smegmatis刊でもリボソームの変異が確認された。 しか
しながら，これらの遺伝子地図の解析の結果はかなり異
ることが明らかとなって来た。図 2に見られるように， 
E. coliでは strは spc に隣接しており， この附近に
リボソーム耐性 markerがcIusterをなしている。 し
かし， M. smegmatisでは， strは ery，nek，vic の 
clusterから遠くはなれた位置にある。また B.subtilis 
の場合は str，spcを中心にc1usterをなしているが， 
RNA polymerase阻害剤リファムピシンの locusが混
在している。最近 Bacillusstearothermophilusの SM耐
性株のリボソーム蛋白を解析した結果， S 12に相当する
蛋白の変異が見られる株もあるが，それ以外に S5に相
)。次い1，10にある事が明らかにされたcoreparticleむ 当する蛋白の変異が見られる株もあるという報告があ
でその core particleから 16S ribosomal RNAを分 り25) SM耐性リボソームの研究にも未知の点がまだ残
離し，残った蛋白，および split proteinを適当な条件下 されている。
で加え活性 30 S subunitを再構成する系で， SM耐性
の局在を調べた結果， core partic1eに存在することが スベクチノマイシン耐性リボソームは S5の一つのア
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図1. ストレプトマイシン耐性の生化学的機構 (Clowes原図)a) リボソー ム， messenger RN A， 
aminoacyl tRN A は蛋白合成に必要な maincomponentである。 b) もし SM が存在
すれば， 30 S subunit ，乙結合し蛋白合成を閉.害するが， c)のように， S 12の変異を受けた
がSM因子による耐性機構はこれと異り，Rしかしd)、。Lリボソームには結合し得な 
aden y 1ylation，あるいは phosphorylationされる事により， リボソーム lζ結合し得なくな
る。
ミノ酸が置換されている この薬剤は臨床的には用いら
れることがない抗生物質であるが，大腸菌のスペクチノ
マイシン耐性リボソームは， SM耐性リボソームと並
んで最も良く研究された。 30S subunit26)の， split 
proteinに相当する S5蛋白27)が変異を受けていること
が報告された後，その中の一つのアミノ酸が置換されて
いることが明らかにされた28)0 B. slbtilisにおいても変
異を受けた蛋白の peptide分析が行なわれた町。大腸
菌のこれらの変異株の中には，低温で培養すると完全な 
30 S subunitを形成し得なくなるような株が多数見られ
たことから， S 5はリボソーム， RNA，および多数のリ
ボソーム蛋白が寄り集まって 30S subunitを形成して
いく過程で重要な役割りを演じていることがうかがわ
れる。またこの変異は 30S subunitにあるにも拘わら
ず， 50 S sllbunitの形成過程にも欠損が見られることか
ら， 50 S subunitの形成には 30S subunitの存在が必
要であることも明らかになった民31】。この蛋白の変異は 
SM依存性の回復にも，かかわり合いを持ち，且つまた， 
DNA合成にも関与しているらしいという知見も得られ
つつある。 S5の変異は 3H・dihydrospectinomycinの
リボソームへの結合を不可能にする32〉，恐らく acti・ 
namine moietyの hydroxylgroupが結合にあずかる
であろうね〉。 
nek.resistanceは 30S subunitの変異による 大腸菌
を N-methyl-N'-nitro・N-ni trosogllanine で処理した
後， one stepでネオマイシン (Nm)， あるいはカナマ
イシン (Km)で耐性菌を選択分離すると，いずれの場合
にも， Km，Nmの両方に同時に耐性になっており， nek 
mlltantsと呼ばれた。 nekmlltationは 1)遺伝子地図
の上で 30S inhibitorの近くに位置すること， 2)SM 
に弱い交叉耐性があること， 3) SMと作用機序が良く
似ていること等により， 30S阻害剤であるとされている
が， 大腸菌では耐性が 30Sに局在するか否かまだ示さ
れていない。所が M. smegmatisを用いた実験の結果， 
Nm，Km耐性は 30Sに局在することが明瞭に示され
た判。大腸菌の変異リボソームを詳細に調べた結果，こ
の変異は，他の薬剤に対する感受性にも影響を与えてい
ることが分り， リボソーム蛋白の聞には非常に強い相互
作用があることが強調されたo即ち nekmlltantは SM
やスペクチノマイシン (SPC)にも弱いながら耐性とな
るが，あらかじめ SPC耐性の変異株に nekmutation 
を起させると spc-sensitiveとなる。更に興味あること
は 50S阻害剤であるクロマイに対し強く感受性になる
という事実であり， 一つのリボソーム subunitは他の 
subllnitにも強い影響を与える事が示された叩ヘ大腸
菌で nitrosogllanidine処理をせずに， mllltistepで徐
々に薬剤を増量しながら， 分離した Km耐性株は SM
にも交叉耐性を示し，またこの耐性は 30Sの S12に相
当する蛋白の変異によることが報告されているが37.m， 
Km耐性， nek耐性， SM耐性との関係は未だ完全には
明瞭でない。 
Kosugomycin耐性は 16S RNAのメチル化の欠損，ある
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ついで大腸菌でも 50S subunitの変異が報告され，以
後この系は詳細に研究されるようになった。その結果 
L 4 (ery A)，L 22 (ery B)の変異蛋白が明らかにされ
た毛市町。 この蛋白の変異は他の macrolideantibiotics 
にも耐性を示し，また peptidyltransferaseの活性の低
下を示す向。第 2は S.aureusに見られる耐性機構であ
り，様子が全く異なる。 Erythromycin耐性には， in・ 
ducibleの場合51、刊と constitutiveの場合55，Sめがある
がいずれの場合も，まず酵素を産生し， 50 S subunitの 
23S RNAをメチル化することにより， Erythromycin 
がもはや， リボソームに結合し得なくなるために蛋白合
成を阻害できなくなる 56，57)。この酵素の産生は episome
によると考えられている。 
- 唯  
J t i - - lFtJm m . m
CC
lt
γ
ホ 
・引い、一
subunitの変異でも起る 結核菌の交叉耐性についての
BA 
nU 
q d R υ  
s o o  
s s  Viomycin (VM)耐性は 305subunitの変異でも， 505
:ー 
iV1
PD 
寸 
F
・ 、  + 
S E  S m e n s  a - t  e o
t u
，αmqO u
図2. 薬剤耐性の遺伝子地図，大腸菌の場合の数字
は遺伝学的距離を表わす。約 90分かかって 
F十菌から F一菌へ染色体が移行することを
示している。
薬剤j耐性:nea: neamine，str: streptomycin，spc: 
spectinomycin，lin: lincomycin，ery: erythro・ 
mycin，ksg: kasugamycin，nov: novobiocin，pac: 
pactamycin，rfm: rifampicin，bry: bryamycin， 
kan: kanamycin，ole: oleandemycin，nek: neo・ 
mycin，kanamycin，vic: viomycin capreomycin. 
アミノ酸その他の合成:leu: leucine，lac: lactose， 
内 
arg: arginine，aro: aromatic，th y: th ymine， 
pur: purine，cys: cysteme. 
いは 52の変異による 大腸菌で三つの Kasugamycin 
耐性遺伝子が知られており(図 2)，いずれもribosomal 
clusterから離れた位置にある。 Ksg A mutationには 
30 S subunit39)の 16SRNAの 3'endにある adenine
のメチノレ化が見られない叫川。 Ksg Bの変異は恐らく 
permeability change をもたらすのであろうが， Ksg 
C変異は 30S subunitの S2の変異をもたらすことが
最近明らかにされた臼，問。 Kasugamycinは蛋白合成開
s lI 主lu
FDB 
刊叶』
報告は，複雑を極めている。実験に用いた菌株および報
告者により少しづっ異なるが，図 3のようにまとめられ
る。第 2次抗結核剤として用いられる VMに耐性にな
ると，他のいくつかの抗結核剤にも耐性になることが分
る。このような点からも VM耐性の生化学的機構は興
味が持たれるが，大腸菌から得られる VM耐性株は透
過性の変化によるものであり， リボソームの変異を示す
ものは得られずそれ以上の発展を見ることができなかっ
た3ヘ一方，患者由来の強毒菌は生化学的実験に用いる
には危険であるため，非病原株 M.smegmatisを用い実
験がはじめられた。その結果 VM耐性株はリボソーム
が変異を受けていることが明らかとなり，ひきつづき行
なわれた実験の結果次のような成績が得られている。 
1) VM耐性株には 50S subunit に変異が見られる株
と， 30 S subunitに変異が見られる株がある向。 2) リ
ボソームのレベJレでの交叉耐性の関係は図 3に示した疫
学上の交叉耐性のパターンとよく一致した60)0 3)あら
かじめ 3H・dihydroSMをリボソームに結合させたの
ち，過剰の VMを加えると部分的に交換反応が見られ
矢印の先の耐性菌に
始点を阻害する的ので， S 2は蛋白合成開始に何らかの
関与があると考えて良い。 
Erythromycin耐性は 235RNAの修飾による場合と， 
← 一  
¥ づ/ 一 ¥ 
ill
l a - - + M
J CPM: capreomycin 
SM : streptomycin 
505 subunit蛋白の変異による場合とが知られている 
Erythromycin耐性の生化学的機構については二つの
KM : kanamycin 

VM : viomycin 

機構が知られている。ひとつは 50S subunitの変異で (工藤fl)l['6[)
ある。はじめは，B. subtilisについて報告されたが“，州 図3. 結核菌における各薬剤聞の交叉耐性。
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るので SMの bindingsiteと VMの bindingsi te 
は構造的に， あるいは機能的に overlap していると考
えられる 61)0 4)感受性株ならびに耐性株から得られる 
30S subunitを高濃度 CsCl中で遠心し， Core particle 
と splitproteinに分離し，各々を交換し， hybrid 30S 
subunit を作り VM耐性の局在を検討すると Core 
particleが変異していた。 5)遺伝解析の結果も VM耐
性の locus は少くとも二つあることを示した民間(図
)。2 

むすび
その他 tetracycline耐性株は変異リボソームを持っ
ているという報告があり，また thiopeptin耐性株には 
50 S subunitの変異があるという報告6りがあるが， 最
も良く研究されている SM，SPCを主として取り上げ
研究の経過を見た。薬剤耐性リボソームの研究はリボソ
ームの構造と機能の問題という academic な研究に密
着して進んで来ていることが分る。しかし他面実地医学
上どのような手段で，このような耐性菌を抑える事がで
きるであろうかという疑問がある。現状では新しい薬剤
を開発していく事により，耐性菌と抗生物質のイタチご
っこがくり返されている。しかし一方で、は，耐性機構の
基礎的研究から生れる理論の上に立って新しい抗生物質
の開発や薬剤の使用法を考えていこうとする分野があ
り，このような進み方は遠回りではあるが確実な道であ
ると考えられよう。例えば Nmや Vmで示されたよう
な pleiotropicdrug resistanceではしばしば他のある
種の薬剤にはむしろ感受性が高くなることが知られてお
り，これらの背景をなす， リボソームの構造と機能の関
係が十分に理解されれば理論的にその薬剤を治療に用い
ることが考えられよう。また現在行なわれている結核治
療における第一次および第二次抗結核剤の使用順位は， 
lvf.smegmatisで明らかにされた VM耐性機構から考え
て理論的に妥当であると言うことができる。
稿を終るにあたり，当研究所の加藤允彦博士，増
田国次博士，川口久美子博士等の有益な御助言l乙感
謝いたします。
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